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与した Nrf2 欠損マウスでは肝障害が認められなかったのに対し、MCD 食を投
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与した Adh3::Nrf2 二重欠損マウスでは Adh3 欠損マウスと比べて、重篤な肝障
害が認められた。さらに、Adh3-/-::Keap1F/-マウスを作成し、Adh3 欠損状態で
Nrf2を安定化させ、MCD食を 5日間投与したところ MCD食を投与した Adh3














































め、感受性が高くなる（Liu et al., 2004）。また、Adh3欠損マウスでは S-ニトロ
ソグルタチオンの蓄積により DNA修復タンパク質である AGTの S-ニトロシル
化が促進され、プロテアソーム系での分解が促進されることにより、DNA修復
能が低下することが考えられ、実際ニトロ化ストレスであるジエチルニトロサ
ミンによる DNA損傷に対して感受性が高い（Wei et al., 2010）。一方、S-ニト
ロソチオールが減少することで病態が悪化する気管支喘息においては、Adh3欠
損によって S-ニトロソチオールが補われるため、Adh3欠損マウスは野生型と比
較して症状が軽くなる（Que et al., 2005）。また、S-ニトロソグルタチオンは、
転写因子 Hif-1αを S-ニトロシル化し、Hif1-αによる VEGF の遺伝子の結合を
促進して、血管新生と心筋保護をもたらすことから、Adh3の欠損は、心筋梗塞
にとって有利に作用する（Lima et al., 2009）。 
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 また、Adh3はホルムアルデヒドを解毒する酵素でもあるため、Adh3欠損マウ
スはホルムアルデヒドに対して高感受性である（Deltour et al., 1999）。ホルム
アルデヒドの作用により、DNAにクロスリンク障害が発生するが、近年ニワト
リの DT40 細胞での解析により、Adh3 の欠損と DNA のクロスリンク障害の修





防御システムである。Nrf2（NF-E2 related factor 2）は酸化ストレスや親電子性
物質に対して応答し、生体防御に必要な遺伝子の発現発現を誘導する強力な転
写因子である（Fig. 1B）。通常の状態では、Nrf2は分子内の保存された Neh2ド















などがあり（Harada et al., 2012、Uruno et al., 2013）、口腔領域においては飲
酒や喫煙がリスクファクターとなる口腔がんや歯周病に関わっていることが考





























































	 Adh3 欠損マウスは、Deltour らが作成したマウスを、日本医科大学長谷場健
先生より分与いただいた。同マウスでは Adh3の遺伝子座のエクソン 1~4が削
除され、代わりに PGK-neoが挿入されている（Deltour et al., 1999）。 
	 Nrf2欠損マウスでは、Nrf2の遺伝子座のエクソン 5を含む 1.2kbの領域が削
除され、代わりに lac-Zが挿入されている（Itoh et al., 1997）。 
	 Keap1欠損マウス (Keap1-/-)では、Keap1の 8~204のアミノ酸残基をコード
する領域に NSLタグ付き lac-Zが挿入されている（Wakabayashi et al., 2003）。 
	 条件付き Keap1欠損マウス (Keap1F/F)では、Keap1の遺伝子座のイントロン
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3に LoxPが挿入されており、ターミナルエクソンの下流に Neo cassetteが挿
入されている（Okawa et al., 2006）。なお、Keap1 Floxはノックダウン Alleleで





	 実験用マウスの遺伝子型は、PCR 法により DNA の特定の領域を増幅し、電
気泳動により遺伝子型を決定した。以下にプライマーの配列を示す。 
Adh3欠損マウス 
Adh3 wild type 
intron4 F2: TGG ACT CTA ACC TGA AGA AC 
intron4 R2: TAA GAG ATT CAG TCT CAA AG  
Adh3 allele 
neoF2: TAT CAG GAC ATA GCG TTG GCT A 
Adh5-intron4R5: AGG TAC AGG GAA CCA TGG AG 
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Nrf2欠損マウス 
Nrf2KO-F: TGG ACG GGA CTA TTG AAG GCT G 
Nrf2KO-LacZ-R: GCG GAT TGA CCG TAA TGG GAT AGG 
Nrf2KO-WT-R: GCC GCC TTT TCA GTA GAT GGA GG 
 
条件付き Keap1 欠損マウス 
720s: CAG CAG TTA AGG GCA CCA ATG C 
925as: CCT GCC TCA GCT TCC CAT CA 
CKOg1: CAA CGA GAA GCG CGA TCA CA 
 
Keap1欠損マウス 
Keap1: CGG GAT CCC CAT GGA AAG GCT TAT TGA GTT C 
Keap2: GAA GTG CAT GTA GAT ATA CTC CC 





	 野生型および Adh3欠損 MEFは、C57/BL6の Adh3ヘテロマウス同士をかけ
合わせ、リッターメイトとして得られた胎生 13.5日目の胎児より作製した。胎
児の頭部および肝臓は取り除き、頭部は遺伝子型を決定するために用いた。胴
体は 0.125%トリプシン液に浸し一晩 4℃保存した後に、上清を取り除き PBS
で懸濁し 37℃で 15分インキュベートした。その後細胞塊をほぐして 10分ほど
静置した後に得られた上清を採取して 1000rpm、5 分遠心分離し、得られた沈
殿を 37℃にあらかじめ暖めておいた 10％FBSと 1％抗生剤含有の DMEM High 




	 MEF における総グルタチオン定量では、野生型 MEF、Adh3 欠損 MEF のい
ずれも 1.0x106個の細胞を 10cm ディシュに播種し、12 時間後に細胞全体を採
取した。この時同時に細胞数を数え、細胞数あたりの総グルタチオン（還元型
グルタチオンおよび酸化型グルタチオン）量を Total GSH Quantification Kit
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（DOJINDO, Kumamoto, Japan）にて測定した(n=3)。 
	 マウス個体の肝臓における還元型グルタチオンおよび酸化型グルタチオンは
CE/MS（アジレント・テクノロジー株式会社）にて測定した。凍結保存してい









	 野生型 MEF、Adh3欠損 MEFのいずれも 1.0x106個の細胞を 10cmディシュ
に播種し、12時間後にグルタチオン合成阻害剤である 2mMのBSOを添加した。
添加後それぞれ 0,1, 3, 6, 12時間後に細胞全体を採取し、ディシュあたりの総グ





	 野生型および Adh3欠損 MEFを 1.0x105個ずつ 12 well dishに播種し、12時





野生型および Adh3欠損 MEFを 1.0x105個ずつ 12 well dishに播種し、12時間
















した上清を血清とし解析した。血清における alanine aminotransferase (ALT)、
aspartate aminotransferase （AST）、alkaline phosphatase (ALP)、triglyceride 









	 各組織約 50mg を ISOGEN 1ml でビーズホモジェナイズし、得られた RNA 
2µg を逆転写して得られた cDNA を用いた。以下に本稿中に用いたプライマー
の配列を示す。 
rRNA 
Forward: 5’- CGGCTACCACATCCAAGGAA-3’ 
Reverse: 5’- GCTGGAATTACCGCGGCT-3’ 





















Forward: 5’- TGGGTGGAACTGCTCGTAAT- 3’ 
Reverse: 5’- AGGATGTAGCGTCCAAATGC-3’ 
Probe: 5’- AGCTACTGCTGTGATATCCC-3’ 
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iNos 
Forward: 5’- ACCGGGCTGTCACGGAGATC-3’ 
Reverse: 5’- CCATGATGGTCACATTCTGC-3’ 





Forward: 5’-TGGAGCAACATGTGGAACTC -3’ 
Reverse: 5’-CAGCAGCCGGTTACCAAG -3’ 
αSma 
Forward: 5’-CCCACCCAGAGTGGAGAA -3’ 





（１２）ウエスタンブロット法による Adh3および Nrf2タンパクの検出 
	 Adh3 の検出は、各臓器の 9 倍量の 0.25M のスクロース溶液（0.25M スクロ
ース、1mM PMSF、	 1×complete、	 1mM DTT）でホモジェナイズしたもの
を細胞の全抽出とし、2xSDSバッファ （ー0.1M Tris HCl pH 6.8、	 1.7M Glycerol、	 
3.3% SDS、	 0.2M DTT、	 6.0x10-5M BPB）を等量加え 100℃、10分加熱し
たものをサンプルとした。抗 Adh3抗体は日本医科大学長谷場健先生より分与い
ただいたものを用いた。抗 Adh3抗体は 1/1000希釈で用い、二次抗体として抗
ウサギ抗体を 1/2500 希釈で用いた。コントロールとして β-actin を検出した。
抗 β-actin抗体（Actin（I-19）、sc-1616、Santa Cruz Biotechnology）は 1/200
希釈で用い、二次抗体として抗ヤギ抗体を 1/5000希釈で用いた。 
	 Nrf2の検出は、各臓器の 9倍量の 0.25Mのスクロース溶液（0.25M スクロー
ス、1mM PMSF、1×complete、1mM DTT、10μM MG132）でホモジェナイズ
したものを 1000g、4℃、5分間遠心分離した沈殿を細胞の核分画とし、2xSDS
バッファーを等量加え 100℃、10 分加熱したものをサンプルとした。抗 Nrf2
抗体（Nrf2 ＃103、山本研究室より分与）は 1/100 希釈で用い、二次抗体とし
て抗ラット抗体を 1/1000 で用いた。コントロールとして LaminB を検出した。
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  統計処理は Student’s t-testを用い、マウス肝臓における GSH、GSSGの定























	 細胞内グルタチオン代謝における Adh3の貢献を in vitroで明らかにするため
に、野生型および Adh3 欠損 MEF（マウス胎児線維芽細胞）を樹立し、不死化
した。まず、野生型および Adh3欠損 MEFの細胞内総グルタチオン（酸化型グ
ルタチオンおよび還元型グルタチオン）の定量を行った（Fig. 2A）。Adh3欠損
MEF では野生型 MEF に比べて総グルタチオン量が低下していた。しかし、グ
ルタチオン合成に関連する遺伝子である Gclc、Gclm、xCTの発現には、野生型





の半減期を求めた。すると、Adh3 欠損 MEF で総グルタチオンの半減期が有意




ら、Adh3 欠損 MEF ではグルタチオンの再生が行われず、その結果消費の増加
がもたらされたと考えられる。 




































et al., 2012）。本研究では、コントロール食、もしくは MCD食を 5日間、野生
型および Adh3欠損マウスに与え、肝障害の程度を解析した。 
	 まず、血液生化学的な解析を行った（Fig. 3C）。Adh3欠損マウスに MCD食
を投与したものでは、AST、ALT で高値を示す個体がいることがわかった。そ




























ウスにおける Nrf2 標的遺伝子の発現を確認したところ、同マウスでは MCD 食
の投与を行っても、Ho-1以外の Nrf2標的遺伝子の遺伝子発現上昇がみられなか
った（Fig. 6A）。このことから Adh3欠損マウスに MCD食投与した際に見られ
た Nrf2標的遺伝子発現の上昇は、Nrf2依存性であることが確認された。 
	 次に血液生化学的解析を行った（Fig. 3C）。Adh3::Nrf2二重欠損マウスでは肝
障害マーカーである AST、ALT および T-Bill の顕著な上昇がみられたことから
重篤な肝障害が起こっていることが示唆された。ALPでは、Adh3欠損マウスは




























の発現量が通常の 5％程度にまで低下している Keap1 ノックダウンマウス
（Keap1F/-）を利用して Adh3-/-::Keap1F/-マウスを作成し、逆に Adh3 欠損状態











Nqo1 では Keap1 F/-マウスおよび Adh3-/-::Keap1F/-マウスともに野生型および
Adh3 欠損マウスの発現より顕著に上昇していた（Fig. 10B）。しかし、Gclc で
は、MCD食を投与した Adh3欠損マウスと Adh3-/-::Keap1F/-マウスでは発現量に
差がみられず、Ho-1、Gclm、xCTではむしろ減少傾向であった。 
	 これらのことから、Nrf2を安定化することによって MCD食を投与した Adh3
欠損マウスにみられた肝障害はレスキューされることがわかった。また、この
結果は MEF において Nrf2 の誘導剤である CDDO-Im を事前に投与し、Nrf2 を





























































	 誘導的にタンパク質が安定化して機能する Nrf2 に対して、Adh3 は、転写レ
ベルでもタンパク質レベルでも発現が誘導されているという報告はこれまでに
認められない。Adh3のプロモーター領域に存在する Sp1結合エレメントがその

















MCD食 5日間投与により Adh3欠損マウスより高い確率（12匹中 8匹）でかつ
重篤な肝障害を示した。このことから、Nrf2 欠損状態において Adh3 は酸化ス
トレスからの防御に特に大きく貢献していることがわかった。 
	 Adh3::Nrf2 二重欠損マウスは、コントロール食を投与したマウスの中で 8 匹
中 5匹に線維化には至らないが、軽度の脂肪滴や、炎症性細胞の浸潤を認めた。
グルタチオン合成系遺伝子である Gclcの条件付き欠損マウスは、自然に脂肪肝
を発症することが知られており（Chen et al., 2007）、通常状態において
Adh3::Nrf2 二重欠損マウスで認められる肝臓の変化は、グルタチオンの低下を
反映していると予想される。 





























































に SNPの存在が認められている（-617C/A）。この SNPで Aをホモに持つヒト
では NRF2 の発現が低いため、酸化ストレスへの感受性が高く、急性肺傷害な
どの酸化ストレスが原因となる疾患の発症（Marzec et al., 2007）および、喫煙
に伴う肺がんの発症率も有意に高いことが報告されている（Suzuki et al., 2013）。
このような NRF2遺伝子の発現が低くなる SNPを持つヒトでは、喫煙や飲酒が
リスクファクターであり酸化ストレスの密接な関係が示唆されている口腔がん
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Fig. 2 野生型および Adh3欠損 MEFを用いた解析 
A	 野生型および Adh3 欠損 MEF の 1.0×105 個あたりの細胞内総グルタチオン量（n=3 ＊＊
P<0.005）。 
B	 野生型および Adh3 欠損 MEF におけるグルタチオン合成系遺伝子（Gclm、Gclc、xCT）の
発現（n=3）。野生型 MEFの発現を 1とした。	  
C	 野生型および Adh3欠損 MEFにおけるグルタチオン半減期測定（n=3  ＊P<0.05）。 
D	 野生型および Adh3 欠損 MEF へのグルコースオキシデース（GOx）およびカタラーゼ添加
実験（n=3  ＊P<0.05）。GOx無添加の細胞数を１とした。 
E  野生型および Adh3 欠損 MEF へのグルコースオキシデース（GOx）および CDDO-Im 添加
実験（n=3  ＊P<0.05	 ＊＊P<0.005）。1nM CDDO-Im添加の 3時間後に GOxを添加した。GOx














C	 コントロールもしくは MCD 食を投与した野生型、Adh3 欠損、Nrf2 欠損、Adh3::Nrf2 二重
欠損マウスにおける血液生化学的な解析。食餌は C:コントロール食、M:MCD 食を示している。
グラフ中の線はそれぞれの平均値を示している。いずれの遺伝子型も、コントロール食を投与




















Fig. 5	 コントロールもしくは MCD食投与実験における肝臓の炎症関連遺伝子発現 
	 コントロールもしくは MCD食を投与した野生型、Adh3欠損、Nrf2欠損、Adh3::Nrf2二重欠
損マウスにおける肝臓の炎症関連遺伝子の発現。すべての遺伝子で、コントロール食を投与し
た野生型マウスの遺伝子発現を 1とした。MCD食を投与した Adh3欠損および Adh3::Nrf2二重
欠損マウスにおいては、AST>200、ALT>50を示した個体を肝障害を発症したマウスとし、肝障
害の有無でそれぞれ＋とーに分けて解析した。いずれの遺伝子型も、コントロール食を投与し















Fig. 6	 コントロールもしくは MCD食投与実験における肝臓の Nrf2標的遺伝子の発現 
A コントロールもしくは MCD食を投与した野生型、Adh3欠損、Nrf2欠損、Adh3::Nrf2二重欠
損マウスにおける肝臓の Nrf2 標的遺伝子の発現。すべての遺伝子で、コントロール食を投与し
た野生型マウスの遺伝子発現を 1とした。MCD食を投与した Adh3欠損および Adh3::Nrf2二重
欠損マウスにおいては、AST>200、ALT>50を示した個体を肝障害を発症したマウスとし、肝障
害の有無でそれぞれ＋とーに分けて解析した。いずれの遺伝子型も、コントロール食を投与し
たマウスは n≧5、MCD食を投与したマウスは n≧10（*P <0.05	 **P<0.005） 
B	 コントロールもしくは MCD 食を投与した野生型および Adh3 欠損マウスの肝臓核分画にお








Fig. 7	 コントロールもしくは MCD食投与実験における肝臓のグルタチオン量の定量 
 コントロールもしくは MCD 食を投与した野生型、Adh3 欠損、Nrf2 欠損、Adh3::Nrf2 二重欠
損、Keap1F/-、Adh3-/-::Keap1F/-マウスにおける肝臓のグルタチオン（還元型グルタチオン、酸化
型グルタチオン）量の定量。コントロールもしくは MCD 食を投与したマウスは野生型、Adh3
欠損、Nrf2欠損および Adh3::Nrf2二重欠損マウスで n=6、Keap1F/-および Adh3-/-::Keap1F/-マウ
















Fig. 8	 MCD食投与実験における血液生化学的解析 
	 コントロールもしくは MCD食を投与した野生型、Adh3欠損、Keap1F/-、Adh3-/-::Keap1F/-マ
ウスにおける血液生化学的な解析。野生型および Adh3欠損マウスは Fig. 3と同じデータを使用
している。食餌は C:コントロール食、M:MCD食を示している。グラフ中の線は平均値を示して
いる。いずれの遺伝子型も、コントロール食を投与したマウスは n≧5、MCD食を投与したマウ
















Fig. 9	 MCD食投与実験における肝臓の組織学的解析 















Fig. 10	 MCD食投与実験における Nrf2標的遺伝子の発現 
A	 コントロールもしくは MCD 食を投与した野生型、Adh3 欠損、Keap1F/-、Adh3-/-::Keap1F/-
マウスにおける肝臓の炎症関連遺伝子の発現。 
B	 コントロールもしくは MCD食を投与した野生型、Adh3欠損、Keap1 F/-、Adh3-/-::Keap1 F/-
マウスにおける Nrf2標的遺伝子の発現。 
	 A、Bともにすべての遺伝子で、コントロール食を投与した野生型マウスの遺伝子発現を 1と
した。野生型および Adh3欠損マウスは Fig. 5および 6と同じデータを使用している。MCD食
を投与した Adh3欠損マウスにおいては、AST>200、ALT>50を示した個体を肝障害を発症した
マウスとし、肝障害の有無でそれぞれ＋とーに分けて解析した。いずれの遺伝子型も、コント
ロール食を投与したマウスは n≧5、MCD 食を投与したマウスは n≧10（MCD 食を投与した
Keap1F/-マウスのみ n=5）（*P<0.05	 **P<0.005	 ***P<0.0005） 
                               
Table 1 血液生化学による肝障害を発症したマウスの割合  
 WT Adh3-/- Nrf2-/- Adh3-/-::Nrf2-/- 





















Table 2	 組織学的所見による肝障害重症度の指標  
 Lipid droplet  Inflammatory cell 
infiltation 
 Fibrosis 
− None  None  None 
± Small droplet 
>100 per field 
or 0~3 per field  None 
＋ Small droplet 
>100per field 
and 3~5 per field and Limited fibrosis 
around central vein 
＋＋ Large droplet 
>40 per field 
and >5 per field and Extensive fibrosis 












Table 3	 組織学的所見における重症度評価（％）  
 WT Adh3-/- Nrf2-/- Adh3-/-::Nrf2-/- 
−	 100% −	 100% −	 100% −	 37.5% 
±	 0% ±	 0% ±	 0% ±	 62.5% 
＋	 0% ＋	 0% ＋	 0% ＋	 0% 
Control Diet 
＋＋	 0% ＋＋	 0% ＋＋	 0% ＋＋	 0% 
−	 100% −	 60% −	 92.3 −	 33.3% 
±	 0% ±	 0% ±	 0% ±	 0% 
＋	 0% ＋	 40% ＋	 7.7% ＋	 0% 
MCD Diet 
＋＋	 0% ＋＋	 0% ＋＋	 0% ＋＋	 66.7% 
	 コントロールもしくは MCD食を投与した野生型、Adh3欠損、Nrf2欠損、Adh3::Nrf2二重欠
損マウスにおける組織学的解析を、Table 2の指標を基準として肝障害の重症度別の割合を表し
た。いずれの遺伝子型もコントロール食 n≧5、MCD食 n≧10である。 
 
 
 
 
 
